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RESUMEN

Staphylococcus aureus es una bacteria comúnmente llamada estafilococo dorado
por su pigmentación amarilla en las colonias y está relacionada con intoxicación
alimentaria. Desde 1950 se ha convertido en una amenaza mundial, debido a que
ha adquirido resistencia a antibióticos de primera generación, como por ejemplo
penicilina.
Las plantas presentan metabolitos que hacen parte del mecanismo de defensa
frente a microorganismos e insectos, los cuales pueden ser utilizados para inhibir el
crecimiento de bacterias y dado que el uso de extractos vegetales es poco frecuente
en la medicina convencional colombiana, es posible que las bacterias patógenas
aún no hayan desarrollado mecanismos de resistencia contra estos.
Actualmente el uso de mezclas o combinaciones de agentes antimicrobianos ofrece
una alternativa para combatir la propagación de bacterias patógenas resistentes a
antibióticos, estas mezclas pueden presentar tres tipos de efectos que pueden ser
sinérgicos, aditivos o antagónicos. Según los referentes teóricos revisados,
extractos obtenidos de diferentes partes de plantas del género Annona han
mostrado actividad insecticida, larvicida, antitumoral y antibacterial. El objetivo de
este trabajo fue evaluar la actividad antibacteriana de tres extractos etanólicos de
hojas de Annona muricata, Annona squamosa y Annona cherimola de manera
independiente y en mezclas frente a S. aureus.
Se recolectaron hojas de A. muricata, A. squamosa y A. cherimola, las cuales se
secaron, se trituraron y se prepararon los respectivos extractos etanólicos
individualmente. Seguidamente, a partir de los extractos crudos secos, se preparó
una dilución al 50% utilizando como solvente Dimetil Sulfoxido (DMSO) para
posteriormente evaluar las concentraciones 2,5%, 1,25%, 0,62%, 0,31%, 0,15% y
0,07% con una modificación del método de dilución en agar llamado High
Throughput SPOTi con el cual se determinó la actividad antibacteriana de forma
independiente y se determinaron los efectos que presentan las mezclas (binarias y
terciaria), adicionalmente se evaluaron las metodologías de difusión en disco y en
pozo con el fin de evaluar los extractos a una concentración del 5%.
Los resultados obtenidos señalan que los extractos etanólicos de hojas de manera
independiente y en mezclas de A. muricata, A. squamosa y A. cherimola no
presentaron actividad antibacteriana para la cepa S. aureus con registro ATCC 6538

en concentraciones de 0,07% al 5%. A pesar de que en la literatura revisada con
anterioridad se encontró que, las especies vegetales a trabajar presentan actividad
antimicrobiana, se ha reportado que hay diferentes factores que la pueden afectar;
algunos de los cuales pueden ser la parte de la planta utilizada, el solvente
empleado, los métodos utilizados, las concentraciones evaluadas y la cepa
bacteriana.
Palabras clave: Extractos etanólicos, Staphylococcus aureus, Annona muricata,
Annona cherimola, Annona squamosa.

ABSTRACT

Staphylococcus aureus is a bacterium commonly called golden staphylococcus
because of its yellow pigmentation in the colonies and it is related to food poisoning.
Since 1950 it has become a worldwide threat, because it has acquired resistance to
first generation antibiotics such as penicillin.
The plants have metabolites that are part of theirs defense mechanism against
microorganisms and insects. They, can be used to inhibit the growth of bacteria and
since the use of plant extracts is rare in colombian conventional medicine, it is
possible that bacteria pathogens have not developed yet mechanisms of resistance
against them.
Currently the use of mixtures or combinations of antimicrobial agents offers an
alternative to combat the spread of pathogenic bacteria resistant to antibiotics, these
mixtures can present three types of effects that are synergistic, additive or
antagonistic. According to the reviewed theoretical references, extracts obtained
from different parts of plants of the genus Annona have shown insecticidal, larvicidal,
antitumor, antibacterial and antimalarial activity. The objective of this work is to
evaluate antibacterial activity of three ethanolic extracts of leaves of Annona
muricata, Annona squamosa and Annona cherimola independently and in mixtures
against S. aureus.
Leaves of A. muricata, A. squamosa and A. cherimola were collected, dried, crushed
and the respective ethanolic extracts individually prepared. Then, from the dry crude
extracts, a 50% dilution was prepared using dimethyl sulfoxide (DMSO) as solvent
2.5%, 1.25%, 0.62%, 0.31%, 0.15% and 0.07% extracts concentrations were
evaluated with a modification of the agar dilution method called High Throughput
SPOTi. With this method, the antibacterial activity was determined independently
and the effects of the mixtures (binary and tertiary) were also. Additionally disk and
well diffusion methodologies were used, in order to evaluate the extracts at a
concentration of 5%.
The results obtained indicated that ethanolic extracts of leaves (independently and
in mixtures) of A. muricata, A. squamosa and A. cherimola did not present
antibacterial activity for S. aureus strain with ATCC 6538 at concentrations from
0.07% to 5%. In contrast to previous reports. It has been reported that there are
different factors that can affect antibacterial activity, some of which may be the origin

of the extract (part of the plant), the solvent used, the methods used, the
concentrations evaluated and the bacterial strain.
Key words: Ethanolic extracts, Staphylococcus aureus, Annona muricata, Annona
cherimola, Annona squamosa.

I.

INTRODUCCIÓN

Staphylococcus aureus es una bacteria comúnmente llamada estafilococo dorado
por la pigmentación dorada o amarilla de su colonia, aunque en algunos casos es
blanca; tiene forma de coco, es Gram Positiva, anaerobia facultativa, inmóvil,
productora de catalasa y coagulasa positiva, no esporulado y generalmente se
agrupa en racimos (1). Es un microorganismo oportunista y patógeno adaptable por
tener la capacidad de infectar, invadir, persistir y replicarse en cualquier clase de
tejido humano (2); puede ser contraída por el consumo de alimentos mal
manipulados o deficientemente cocidos en diferentes establecimientos comerciales
no industriales, causando intoxicación alimentaria (1). A la vez, es la causante de
diversas afecciones que comprende desde infecciones cutáneas hasta
enfermedades sistemáticas mortales, entre las más comunes se encuentran,
síndrome de la piel escaldada, síndrome de choque tóxico, abscesos cutáneos,
celulitis de cara y cuello, mastitis, bacteriemia, neumonía y meningitis, entre otras
(3). En estas enfermedades, el grado de severidad de los síntomas dependen del
tiempo de incubación y del estado inmunológico del individuo (1).
S. aureus se encuentra en la superficie de la piel y las mucosas, de uno de cada
tres individuos, convirtiendo al humano en un reservorio y en el principal agente
transmisor (1). A pesar que, esta bacteria hace parte de la microbiota natural, las
personas que la presentan pueden estar sanas debido a la ecología de la bacteria
y al estado de salud del individuo; cuando se presenta un desequilibrio en este
último, causado por un cambio en el ambiente o una baja cantidad de defensas el
huésped, S. aureus generará una enfermedad. Por lo anterior, se considera que
este microorganismo afecta principalmente a personas inmunocomprometidas (2).
Desde hace algunos años, S. aureus se ha convertido en una amenaza mundial
desde el momento que algunas cepas adquirieron resistencia a antibióticos de
primera (ampicilina y penicilina), segunda (meticilina) y tercera (vancomicina)
generación (2,4). La falta de sensibilidad frente a antimicrobianos ha surgido en
bacterias aisladas en hospitales debido a: amplio uso de antibióticos, tratamientos
incorrectos por dosis mal utilizadas por los pacientes y abandono del medicamento
sin la terminación del tratamiento (2,5).
En Colombia, se están realizando estudios tecnológicos y farmacológicos que
permitan complementar y fomentar la medicina alternativa, a partir del uso de las
plantas (6), debido a que parte de sus constituyentes podrían brindar alternativas
para dar posibles soluciones a algunas causas que afectan nuestro bienestar (7).

Uno de los motivos que ha influenciado en el uso de la fitoterapia, es la confianza
que amplios sectores de la población le han dado a los medicamentos de origen
natural; por tal razón, la fitoterapia espera ocupar un lugar importante en la
asistencia médica, especialmente en las enfermedades crónicas y disminuir el uso
de otros tratamientos como medicamentos o antibióticos (2). Por tal motivo, en la
última década la fitoterapia ha sido empleada como método alternativo para la
prevención y curación para algunas enfermedades mortales en el ser humano, por
ejemplo, cáncer, tumores, ulceras crónicas entre otros (8).
Las plantas poseen un gran reservorio de metabolitos que hacen parte del
mecanismo de defensa frente a microorganismos, insectos, etc. (2); entre estos
compuestos, se han determinado fenoles, flavonoides, alcaloides, entre otros; con
propiedades antioxidantes, anticancerígenas, antifúngicas y antibacterianas (9-12).
Lo anterior permite que estos constituyentes, puedan ser utilizados para inhibir el
crecimiento de bacterias y dado que el uso de extractos vegetales es poco frecuente
en la medicina convencional colombiana, puede que las bacterias patógenas aún
no hayan desarrollado mecanismos de resistencia contra estos (2, 13-14).
Actualmente, el uso de mezclas y combinaciones de antimicrobianos ofrece un
medio poderoso para combatir la propagación de bacterias patógenas resistentes a
los antibióticos. En el caso de S. aureus, en el que, hay cepas que han desarrollado
resistencia a un tipo de agente, la probabilidad de que la bacteria sea resistente a
una combinación de estos es baja (15-16). Teóricamente, el uso de mezclas permite
una mayor actividad, derivando en un incremento de la acción antimicrobiana sobre
microorganismos patógenos (16). Así mismo, se cree que dichas mezclas pueden
actuar sobre diferentes procesos metabolitos de la misma bacteria, lo cual permite
un mejor control del organismo, en comparación de utilizar un agente de manera
individual (16). Aun así, no siempre el efecto que se puede presentar en las mezclas
es sinérgico (la actividad combinada es más que la suma de actividades
individuales); también puede ser, aditivo (la actividad combinada es igual que la
suma de las actividades individuales) o antagónico (la actividad combinada es
menor que la suma de las actividades individuales) (15-16).
Se han evaluado los efectos que presentan las combinaciones binarias y terciarias
de agentes antimicrobianos de origen vegetal como carvacrol, timol y eugenol para
el control de Listeria innocua, donde según los resultados obtenidos se determinó
que el agente antimicrobiano más efectivo en forma individual es carvacrol, seguido
por timol y finalmente eugenol. Por otro lado, el mismo estudio determinó que la
combinación binaria más efectiva es carvacrol – timol, por lo cual, llegaron a la

conclusión que las combinaciones presentaron mejores resultados que los
tratamientos individuales (16).
Por otro lado, se registra un estudio donde se evalúa los efectos sinérgicos y
antagónicos que presentan las combinaciones del aceite esencial del orégano y las
nanopartículas de plata en diferentes concentraciones contra bacterias Gram
positivas y Gram negativas multiresistente a antibióticos. Según los resultados
obtenidos, se determinó que la combinación del aceite esencial de orégano y las
nanopartículas de plata presenta un efecto sinérgico reduciendo el valor de la CMI
individual y reduciendo el tiempo de acción inhibiendo el crecimiento de las bacterias
(17).
También se presenta un estudio donde se determinó la interacción de las
combinaciones de los aceites esenciales de albahaca, bálsamo de limón, mejorana,
orégano, romero, salvia y tomillo frente a cepas bacterianas de Bacillus cereus,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes y Pseudomonas aeruginosa. Los
resultados de este estudio señalan que, cada uno de los de los aceites esenciales
de manera individual presenta actividad antibacteriana, pero al realizar las
combinaciones se presenta efectos aditivos (18). A parte de los estudios
presentados anteriormente, el uso de mezclas o combinaciones entre extractos
vegetales es poco estudiado, lo cual, se ve reflejado en la escasa literatura referente
al tema en las bases de datos de ScienceDirect y Scopus. La mayor parte de las
investigaciones, se realizan mezclas entre antibióticos que son empleados en la
microbiología clínica.
El género Annona ha sido investigado con respecto al efecto de extractos de
diferentes partes de la planta a partir de 1982, desde entonces se han intensificado
sus estudios debido al potencial de sus compuestos y a la variedad de actividades
biológicas que estas poseen (19), los efectos más conocidos y reportados
corresponden a insecticidas, larvicidas, antitumorales, antibacteriales y
antimalariales (19). Así mismo, es uno de los géneros más conocidos de la familia
Annonaceae, cuenta con más de 360 especies descritas (20).
Actualmente, son muy pocas las especies del género Annona que se cultivan
mundialmente; en Colombia, los cultivos más reconocidos para uso doméstico y/o
comercial corresponden a Annona muricata, Annona squamosa, y Annona
cherimola (Guanábana, Anón y Chirimoya, respectivamente) (20). Estas especies
generalmente son utilizadas en la medicina tradicional para el manejo de
enfermedades, por ejemplo, hipertensión, asma, cáncer y diabetes; además se ha

determinado la presencia de PK-policetídos, a los cuales se han atribuido
actividades biológicas y propiedades farmacológicas como antimutagénico y
antioxidante (21).
A. muricata es una fruta netamente tropical, pero inicialmente fue cultivada por las
culturas precolombinas en las costas peruanas. En Colombia se siembra en áreas
del Tolima, Valle del Cauca, Risaralda y Huila entre otras (22). A. cherimola es una
fruta de origen subtropical, por lo que prefiere condiciones climáticas sin muchas
oscilaciones. Esta no tolera las heladas ya que producen daños en las hojas y frutas,
y es originaria del norte de Perú, pero luego se fue extendiendo su uso hasta llegar
a Colombia, en donde se planta en zonas entre 1000 y 2000 msnm y a temperaturas
entre 25 y 28°C (23). A. squamosa es una especie de clima tropical, está proviene
de las Antillas, aunque también se cultiva en sur América y en Colombia se puede
encontrar alrededor de la región Andina (24).
Se ha evaluado la actividad antibacteriana de algunas especies del género Annona,
utilizándose, por ejemplo, la cáscara del fruto, tallo, hojas, semillas y pulpa de
Annona crassiflora frente S. aureus resistente a la oxazina (ORSA) (25). También
se encontraron estudios para la especie Annona senegalensis, en el cual se reportó
actividad antibacteriana del extracto acuoso frente S. aureus, siendo está la más
susceptible en comparación a otras especies bacterianas como P. aeruginosa y E.
coli (26). A la vez, hay un reporte de actividad antibacteriana de hojas de Annona
sylvatica frente a Mycobacterium tuberculosis, con un valor CMI de 184,33 mg/mL,
adicionalmente, el uso de este extracto, en diferentes concentraciones no causaron
signos de toxicidad en los ratones tratados (27).
Estudios anteriores, señalan que se ha evaluado la actividad antibacteriana de
hojas, semillas y pulpa (fermentados y no fermentados) de A. muricata mediante el
uso de extracto hidroalcoholico, metanólico, acuoso, en hexano y en acetato de
etilo, frente a E. coli, P. aeruginosa, L. monocytogenes, Salmonella entérica ser.
Enteritidis, Streptococcus pyogenes y S. aureus (28-30). Dentro de los resultados
obtenidos en estos estudios, se observa inhibición sobre S. aureus por parte de los
extractos acuosos de cáscara, además de los hidroalcohólicos y metanólicos de
hojas (28-30).
Con relación a A. cherimola, se desarrolló un estudio de actividad antibacteriana de
hojas, flores y frutos con aceites esenciales obtenidos por arrastre de vapor frente
a E. coli, S. aureus, Enterococcus faecalis, Shigella sonei y Proteous mirabilis,
además de reportarse la actividad antifúngica frente a Candida albicans (31). En

este trabajo, se logró identificar los diferentes constituyentes que presentan los
aceites esenciales, los cuales muestran actividad inhibitoria frente a las especies
bacterianas evaluadas, siendo los aceites de frutos los más activos, seguidos por
flores y hojas.
Se reportó la actividad antibacteriana de hojas y semillas de A. squamosa con
extractos etanol-metanol, hexanol-cloroformo y acetona, frente a Neisseria
gonorrhoeae, B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa, S. faecalis y S. aureus (32,33). En
donde el extracto de acetona resulto tener mayor actividad antibacteriana contra S.
aureus, que sobre el resto de las bacterias evaluadas; adicionalmente, los autores
reportaron que los extractos metanólicos-etanólicos muestran inhibición, aunque en
menor medida sobre todas las bacterias estudiadas. Por otro lado, se menciona una
inexistencia de actividad antibacteriana proveniente de los extractos acuosos.
Para extractos de A. squamosa se han reportado otras actividades como son:
larvicida frente a Culex quinquefasciatus y Aedes aegypti (34,35); actividad
antifúngica y antioxidante para extractos de hojas con metanol cloroformo y agua
frente Alternaria alternata, C. albicans, Fusarium solani, Microsporum canis y
Aspergillus niger (36).

II.

OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar la actividad antibacteriana de tres extractos etanólicos de hojas de Annona
muricata, Annona squamosa y Annona cherimola de manera independiente y en
mezclas frente a Staphylococcus aureus.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS


Evaluar el efecto individual de los extractos etanólicos de hojas de Annona
muricata, Annona squamosa y Annona cherimola en la inhibición del
crecimiento de Staphylococcus aureus.



Determinar sí existe un efecto de las mezclas de los extractos etanólicos de
Annona muricata, Annona squamosa y Annona cherimola en el crecimiento
de Staphylococcus aureus.

III.

MATERIALES Y METODOS

3.1 Selección de la materia prima.
Se recolectaron 500 gramos de hojas de cada una de las especies de la siguiente
forma; A. squamosa y A. muricata en el municipio El Guamo ubicado en el suroriente
del departamento del Tolima y A. cherimola en el municipio de Fusagasugá en el
departamento de Cundinamarca, Colombia. Todas las plantas fueron identificadas
directamente en el lugar de colecta bajo el uso de guía taxonómica (37).
3.2 Preparación del material vegetal.
El material vegetal de hojas sanas, adultas y sin daños físicos inicialmente fue
enjuagado con agua destilada, seguidamente fueron sumergidas en una solución
de hipoclorito de sodio al 3% por 2 minutos para eliminar algunos contaminantes,
inmediatamente se enjuagaron con agua destilada dos veces para eliminar el cloro
residual, posteriormente, se secaron al aire libre sobre papel periódico en un lugar
sombreado durante 1 mes. Finalmente, el material vegetal fue triturado en partículas
y pulverizadas por separado en un molino (38).
Adicionalmente, se realizó un estimado del contenido de agua en las hojas de las
especies trabajadas, con la fórmula (1) (51):
% 𝐻𝑢𝑚𝑒𝑑𝑎𝑑
(𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑟𝑒𝑐𝑜𝑙𝑒𝑐𝑡𝑎𝑑𝑎 − 𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑠𝑒𝑐𝑎)
=
𝑥100
𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑟𝑒𝑐𝑜𝑙𝑒𝑐𝑡𝑎𝑑𝑎

( 1)

Al aplicar esta ecuación para cada una de las especies, se obtiene el contenido de
agua de las hojas, el cual se registró como se observa en la Tabla 2.
Por otra parte, para la obtención del rendimiento de extracción se utilizó la ecuación
(2), tomada del trabajo realizado por Granados y colaboradores (52):
% 𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 =

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜 𝑐𝑟𝑢𝑑𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜
𝑥100
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜 𝑑𝑒 ℎ𝑜𝑗𝑎𝑠

( 2)

La cual se aplica a cada uno de los extractos, registrando sus valores de rendimiento
como se muestra en la Tabla 2.

3.3 Preparación de los extractos etanólicos
Para la obtención de los extractos etanólicos se realizó una extracción secuencial
como lo reportan Bonilla y colaboradores (39), de la siguiente forma: En un frasco
con tapa se colocaron 200 gramos del material vegetal pulverizado en 1 Litro de
etanol al 96% (20% p/v) durante 48 horas. Posteriormente se pasó por dos etapas
de filtración, una utilizando gasa y la segunda por papel filtro Whatman N°1; a
continuación, los filtrados se concentraron mediante destilación a presión reducida
por medio de un rotavapor. El proceso de extracción con etanol, filtración y
concentración se repitió en total de tres veces. Los extractos concentrados se
unieron, para posteriormente secarlos en un horno a 50°C por 72 horas (40). El
procedimiento se realizó de forma independiente, con cada una de las muestras
vegetales pulverizadas.
3.4 Microorganismo
La bacteria S. aureus con registro ATCC 6538 fue donada por parte del grupo de
investigación Biología Molecular e Inmunogenética (BIOMIGEN) de la Universidad
de La Salle.
3.4.1 Estandarización del Inóculo
Inicialmente se realizó el medio (Caldo Nutritivo) para la respectiva inoculación de
la bacteria, posteriormente se incubó a 37°C por 24 horas, luego se centrifugó el
cultivo a 12000 rpm durante 3 minutos, se resuspendió en solución salina y se ajustó
la absorbancia por medio de un espectrofotómetro a 540nm teniendo en cuenta el
patrón de McFarland de 0,5 (41,42).
3.5 Pruebas de sensibilidad
3.5.1 Determinación de la sensibilidad a antibióticos (Método disco-placacultivo)
Los antibióticos fueron seleccionados de acuerdo al uso frecuente en los
tratamientos de los diferentes cuadros clínicos producidos por S. aureus (45).
Se realizó una siembra masiva del inoculo estandarizado (preparado como se
nombra en el numeral 3.4.1) en Agar Nutritivo, posteriormente se colocaron los
sensidiscos de ampicilina (10µg), cefalexina (30 µg), eritromicina (15 µg),
gentamicina (10 µg) y amoxicilina/ ácido clavulanico (20/10 µg) y se procedió a la

incubación a 37°C por 24 horas, de acuerdo a lo establecido para aislamientos
clínicos de S. aureus (43, 44). Este procedimiento se realizó por duplicado y la
lectura del antibiograma se realizó mediante la medición de la zona de inhibición y
se compararon los datos por la casa comercial Becton Dickinson, donde se tiene el
reporte teórico para determinar sensibilidad completa, sensibilidad intermedia y
resistencia de la cepa a cada antibiótico (46). Se seleccionó el antibiótico frente al
cual la bacteria presentó sensibilidad completa, para utilizarlo como control de
inhibición en las pruebas de sensibilidad de S. aureus frente a los extractos.
3.5.2 Test de crecimiento bacteriano con ampicilina
Se realizó una solución madre de ampicilina al 1 mg/ml, luego en una microplaca de
24 pozos se colocaron 80µl, 50µl y 10µl de dicha solución y se completaron los
volúmenes a 1ml con Agar Nutritivo obteniendo de tal forma las concentraciones
finales de 80 µg/ml, 50 µg/ml y 10 µg/ml del antibiótico respectivamente. Al mismo
tiempo se realizó el control de crecimiento con Agar Nutritivo. A continuación, se
adicionaron 3µl del inóculo estandarizado (preparado como se nombra en el
numeral 3.4.1). Este procedimiento se realizó por triplicado. Se incubo a 37°C por
24 horas y finalmente luego del tiempo transcurrido, la microplaca se retiró de la
incubadora y se observó sí había crecimiento de la bacteria en cada uno de los
pozos experimentales.
3.5.3 Test de crecimiento bacteriano con DMSO
En una microplaca de 24 pozos se colocaron 100µl, 50µl y 20µl de DMSO y se
completaron los volúmenes a 1ml con Agar Nutritivo obteniendo de tal forma las
concentraciones finales de 10%, 5% y 2% respectivamente. Al mismo tiempo se
realizó el control de crecimiento con Agar nutritivo. Posteriormente se agregaron 3µl
del inóculo estandarizado como se nombra en el numeral 3.4.1. Este procedimiento
se realizó por triplicado. Finalmente se incubó a 37°C por 24 horas, luego del tiempo
transcurrido, la microplaca se retiró de la incubadora y se observaron cada uno de
los pozos experimentales, identificando si hay efecto del solvente en el crecimiento
de la bacteria. A partir de esto se seleccionó la concentración adecuada a utilizar en
la evaluación de la actividad antibacteriana de los extractos.
Posteriormente, a partir del extracto crudo seco de cada una de las muestras
vegetales, se preparó una dilución a 50% y seriadas utilizando como solvente dimetil
sulfóxido (DMSO).

3.6 Prueba de dilución en agar (High Throughput SPOTi)
La prueba de dilución en agar se realizó siguiendo la metodología High Throughput
SPOTi propuesta por Evangelopoulos & Bhakta (47); Gupta & Bhakta (48), con sus
debidas modificaciones como se presentan en los numerales 3.6.1 y 3.6.2.
3.6.1 Actividad independiente
Teniendo en cuenta los resultados de sensibilidad obtenidos en el numeral 3.5.3
(Test de crecimiento bacteriano con DMSO) se agregaron 50µl de cada una de las
diluciones preparadas con DMSO de los extractos de cada especie de Annona en
cada uno de los pozos individuales de una microplaca, seguidamente se
completaron los volúmenes a 1ml con Agar Nutritivo obteniendo de esta forma las
concentraciones finales de 2,5%, 1,25%, 0,62%, 0,31%, 0,15% y 0,07% (15, 49). Al
mismo tiempo se realizaron controles de crecimiento con Agar Nutritivo y DMSO al
5% y control de esterilidad con la concentración más alta de los extractos.
Posteriormente se agregaron 3µl del inoculo estandarizado (preparado en el
numeral 3.4.1) a excepción del control de esterilidad. Este procedimiento se realizó
por triplicado. Finalmente se procedió con la incubación a 37°C por 24 horas, que
es el tiempo recomendado para los ensayos de difusión en agar con bacterias (50)
luego del tiempo transcurrido, la microplaca se retiró de la incubadora y se
observaron cada uno de los pozos experimentales, para determinar el crecimiento
de S. aureus frente a los extractos de las especies vegetales evaluadas en este
estudio. Sí había crecimiento de la bacteria, se consideró resistente a esa
concentración del antimicrobiano, de lo contrario se reportó como sensible (43).
3.6.2 Actividad combinada
Se prepararon grupos de las combinaciones binarias (1:1) y terciarias (1:1:1) en
tubos eppendorf como se observa en la Tabla 1; para lo cual, se tuvo en cuenta la
siguiente nomenclatura; A: A. muricata, B: A. squamosa y C: A. cherimola; binarias
(A+B, A+C, B+C) y terciarias (A+B+C). Se continuó con la metodología nombrada
en el numeral 3.6.1. Este procedimiento se realizó por triplicado.

Tabla 4. Combinaciones binaria y terciaria realizadas para evaluar el efecto que estas presentan en el
crecimiento bacteriano de S. aureus.

Combinación
Binarias
Terciaria

Concentración Final en los pozos a evaluar
0,07%
0,15%
0,31%
0,62%
1,25%
A+B
A+B
A+B
A+B
A+B
A+C
A+C
A+C
A+C
A+C
B+C
B+C
B+C
B+C
B+C
A+B+C
A+B+C
A+B+C
A+B+C
A+B+C

3.7 Método de difusión en disco de extractos etanólicos (Método disco-placacultivo)
Se realizó una siembra masiva de la bacteria previamente estandarizada como se
nombra en el numeral 3.4.1 sobre Agar Nutritivo y se colocaron en la superficie del
medio tres discos de papel filtro Whatman N°1 de 6mm de diámetro, impregnados
de cada uno de los extractos, a la mayor concentración evaluada en el numeral 3.6.1
y una superior (5% y 2,5%). Posteriormente se colocó en una incubadora a 37°C
por 24 horas, luego del tiempo transcurrido, la caja de Petri se retiró de la incubadora
y se observó si había presencia de halos de inhibición de los extractos de las
especies vegetales evaluadas frente a S. aureus (44).

3.8 Método de Difusión en pozo (Método perforación en gel de agar)
En cajas de petri con el Agar Nutritivo ya solidificado, se realizó una perforación de
9mm de diámetro, seguidamente se realizó una siembra masiva del inóculo
estandarizado de la bacteria, posteriormente a cada pozo se agregó 200µl de cada
uno de los extractos con una concentración del 5% y se incubó a 37°C por 24 horas,
luego del tiempo transcurrido, las cajas de Petri se retiraron de la incubadora y se
observó si había presencia de halos de inhibición de los extractos etanólicos de las
especies vegetales evaluadas frente a S. aureus (44).

IV RESULTADOS
A partir de la metodología planteada anteriormente se obtuvieron resultados en
cinco secciones a los cuales corresponden a: selección de la materia prima y
preparación de los extractos etanólicos, microorganismo y pruebas de sensibilidad,
pruebas de ensayo de la dilución en agar (High Throughput SPOTi) para la
evaluación de la actividad independiente y combinada de hojas, difusión en disco
de extractos etanólicos (Método disco-placa-cultivo) y finalmente difusión en pozo
(Método perforación en gel de agar). Todos los resultados obtenidos se presentarán
a continuación en su respectivo orden.
4.1 Selección de la materia prima y preparación de los extractos etanólicos
En la Tabla 2 se observan los datos obtenidos a partir de los procedimientos de
selección de la materia prima y obtención de los extractos etanólicos, de las hojas
de A. muricata, A. squamosa y A. cherimola.
El extracto crudo que presenta mayor rendimiento corresponde A. muricata, seguido
por A. squamosa y finalmente A. cherimola.
Tabla 5. Especies de plantas del género Annona utilizadas en este estudio y resultados de rendimiento
del extracto.

Especie
Annona
muricata
Annona
squamosa
Annona
cherimola

Sitio de
recolecta

Guamo,
Tolima

Método

Maceración

Solvente

Etanol
(EtOH)

Peso
Recolecta

500g

Fusagasuga,
C/marca

Peso
seco

Peso
Rendimiento
%
extracto
del
Humedad crudo
extracto
seco

250g

50%

18,54g

7,42%

230g

54%

16,22g

7,05%

350g

30%

15,65g

4,50%

4.2 Microorganismo y pruebas de sensibilidad
4.2.1 Determinación de la sensibilidad a antibióticos (Método disco-placacultivo)
En el antibiograma, S. aureus con registro ATCC 6538 mostró sensibilidad para tres
antibióticos: Ampicilina, Amoxicilina/Ácido Clavulanico y Cefalexina, con diámetros
de inhibición entre 36,5mm y 24,5mm, los cuales son contrastados con el reporte

teórico brindado por Becton Dickinson en la Tabla 3, por otro lado presenta
sensibilidad intermedia para dos antibióticos (Tabla 3).
Tabla 6. Resultados obtenidos del antibiograma para S. aureus ATCC 6538.

Agente
antimicrobiano
Ampicilina
Amoxicilina/
Ácido
clavulanico
Cefalexina
Eritromicina
Gentamicina
1

Reporte teórico1

Carga
del
disco

Resistente

Intermedio

Sensible

10 µg

≤28mm

-

≥29mm

Promedio del
Diámetro de
inhibición
obtenido
36mm

20 µg

≤19mm

-

≥20mm

36,5mm

Sensible

30 µg
15 µg
10 µg

≤17mm
≤13mm
≤12mm

14-22mm
13-14mm

≥18mm
≥23mm
≥15mm

24,5mm
21,5mm
14mm

Sensible
Intermedio
Intermedio

Resultado
Sensible

Becton, Dickinson and Company (2011). BD BBL™ Sensi-Disc™ Antimicrobial Susceptibility Test Discs.

Según los resultados que se obtuvieron se escogió el antibiótico Ampicilina como
control de inhibición para las pruebas de sensibilidad de S. aureus frente a los
extractos etanólicos de hojas de A. muricata, A. cherimola y A. squamosa.
4.2.2 Test de crecimiento bacteriano con Ampicilina
Como la prueba de difusión en agar es cualitativa (50), se decidió evaluar
concentraciones de ampicilina entre 10 y 80 µg/ml, debido a las características del
sensidisco ya que su unidad de medida es en µg. En la Figura 1 se observa que no
se presenta crecimiento bacteriano en ninguna de las concentraciones evaluadas
en comparación al control.

Figura 1. Resultado obtenido para el test de crecimiento bacteriano con el antibiótico Ampicilina a
concentraciones de 0,008%, 0,005% y 0,001%.

4.2.3 Test de crecimiento bacteriano con DMSO
El DMSO se utilizó como solvente para la evaluación de actividad antibacteriana de
los extractos y se realizó dicho test con tres concentraciones diferentes para evaluar
sí presentaba efecto en el crecimiento de la bacteria.
Como se puede observar en la Figura 2 la bacteria a trabajar S. aureus crece en
todas las concentraciones evaluadas de DMSO, aunque en la concentración al 10%
se ve una pequeña diferencia en coloración y crecimiento de las colonias respecto
al control. Por lo anterior, se decidió trabajar a una concentración al 5% de DMSO
para la evaluación de todas las pruebas, para que no interfiera en el crecimiento de
la bacteria.

Figura 2. Resultado obtenido para el test de crecimiento bacteriano con tres concentraciones
diferentes de DMSO.

4.3 Actividad independiente
4.3.1 Prueba de dilución en agar (High Throughput SPOTi)
En las Figuras 3 y 4 se muestran los resultados obtenidos por la prueba de ensayo
de difusión en agar utilizando el método High Throughput SPOTi, para la evaluación
de la actividad independiente de hojas en seis concentraciones diferentes que se
encontraban entre 0,07% y 2,5%.
Para el caso de la evaluación de la actividad independiente de hojas, los resultados
que se pueden observar en las Figuras 3 y 4 muestran que en el control de
esterilidad de los extractos etanólicos de las especies vegetales (concentraciones
1,25% y 2,5%) no se observa crecimiento de ninguna especie microbiológica
(bacteriana o fúngica), lo que demuestra que los extractos están estériles y no

intervienen en el crecimiento de la bacteria S. aureus. Aun así, se da la presencia
de pequeñas manchas o puntos oscuros, los cuales hacen parte de compuestos del
extracto que no se disolvieron ni en el agar nutritivo ni en la concentración elegida
del DMSO (5%).
Por otro lado, en la Figura 3 se observa que la bacteria a evaluar crece en todas las
réplicas de las cinco concentraciones evaluadas de los tres extractos etanólicos
vegetales experimentales (A. muricata, A. squamosa y A. cherimola). Por lo anterior,
se decidió evaluar la concentración más alta que se podía adicionar en el ensayo
(2,5%), que permitiera que la concentración final del DMSO fuera del 5% para evitar
que el solvente afectara el crecimiento de la bacteria.

Figura 3. Resultados obtenidos de la prueba de dilución en agar (HT-SPOTi) para la evaluación de la
actividad independiente de extractos de hojas en cinco concentraciones diferentes de A. muricata, A.
squamosa y A. cherimola (Guanábana, Anón y Chirimoya respectivamente).

Como se nombra anteriormente, se evaluó una concentración de 2,5% como se
puede observar en la Figura 4, en este caso para validar los resultados se hace una
comparación del crecimiento bacteriano con la concentración del 1,25%, en el que
se puede observar que la bacteria S. aureus crece en ambas concentraciones en
los tres extractos. Aunque, el crecimiento bacteriano se muestra de forma irregular,
respecto a los controles con agar nutritivo y DMSO.

Figura 4. Resultados obtenidos de la prueba de dilución en agar (HT-SPOTi) para la evaluación de la
actividad independiente de extractos de hojas en concentraciones al 2,5% y 1,25% de A. muricata, A.
squamosa y A. cherimola (Guanábana, Anón y Chirimoya respectivamente).

4.3.2 Difusión en disco de extractos etanólicos (Método disco-placa-cultivo)
Los resultados obtenidos para la prueba de difusión en disco de extractos etanólicos
se muestran en las Figuras 7,8 y 9. En estos se puede observar que se evaluaron
las concentraciones correspondientes a 5% y 2,5%. En el caso de la Figura 7 no se
observa la presencia de halos de inhibición para la bacteria S. aureus en ninguna
de las concentraciones evaluadas.

Figura 7. Resultados de la prueba de difusión en disco del extracto etanólico en concentraciones al 5%
y 2,5% de hojas de A. muricata (Guanábana).

En la Figura 8 en la concentración al 5% para A. squamosa y en la Figura 9 en las
concentraciones 2,5% y 5% para A. cherimola se observa la formación de pequeños
halos, los cuales no fueron medidos ya que a pesar de que inhibieron en ciertas
áreas, crecieron colonias dentro de lo que se consideró halo de inhibición.

Figura 8. Resultados de la prueba de difusión en disco del extracto etanólico en concentraciones al 5%
y 2,5% de hojas de A. squamosa (Anón).

Figura 9. Resultados de la prueba de difusión en disco del extracto etanólico en concentraciones al 5%
y 2,5% de hojas de A. cherimola (Chirimoya).

4.3.3 Difusión en pozo (Método perforación en gel de agar)
Los resultados obtenidos para la prueba de difusión en pozo de extractos etanólicos
se muestran en las Figuras 10. En estos se puede observar la utilización de una
concentración al 5%, superior a la trabajada en la prueba de ensayo de difusión en
agar (High Throughput SPOTi). Así mismo, en estas mismas figuras se observa que
no hay la presencia de halos de inhibición para la bacteria S. aureus en ninguno de
los extractos evaluados al 5%.

Figura 10. Resultados de la prueba de difusión en pozo de extractos etanólicos de hojas en
concentración al 5% de A. muricata (Guanábana), A. squamosa (Anón) y A. cherimola (Chirimoya).

4.4 Actividad combinada
En los numerales 4.3.2.1. y 4.3.2.2 se muestran los resultados obtenidos al aplicar
la prueba de difusión en agar (HT-SPOTi), para la evaluación de la actividad
combinada binaria y terciaria, en cinco concentraciones diferentes que van desde
0,07% hasta 1,25% (ver Tabla 1).
Al igual que en la actividad independiente, a lo largo de las pruebas de actividad
combinada, se emplean controles de esterilidad de los extractos etanólicos para
cada una de las combinaciones binarias y terciarias, estos se manejan a una
concentración final en el pozo de 1,25% (la cual es la más alta) para todos los casos.
Los controles, ubicados en la parte izquierda de las Figuras 5 y 6, no muestran
crecimiento de ninguna especie microbiológica, ya sea bacteriana o fúngica,
demostrando de esta forma que se encuentran estériles y no intervienen en el
crecimiento de la bacteria S. aureus.
A pesar de lo anteriormente nombrado, se logran visualizar pequeñas manchas o
puntos, los cuales, como sucedió en las pruebas de actividad independiente,
corresponden a partes del extracto que no se lograron disolver por completo.
4.4.1 Binaria
Los resultados obtenidos de las pruebas combinadas de mezclas binarias (Figura
5), muestran que la bacteria S. aureus, crece en todas las concentraciones y en
todas las combinaciones evaluadas (ver Tabla 1). Aun así, se observa una
diferencia en el crecimiento de forma irregular de las colonias bacterianas en
comparación con los controles con agar nutritivo y DMSO, esto se presenta en las
concentraciones 0,62% y 1,25% de las combinaciones Guanábana + Anón y Anón
+ Chirimoya, también se observan estas diferencias en la concentración de 1,25%
de Chirimoya + Guanábana.

Figura 5. Resultados obtenidos de la prueba de dilución en agar (HT-SPOTi) para la evaluación de la
actividad combinada binaria de extractos de hojas con cinco concentraciones diferentes de A.
muricata, A. squamosa y A. cherimola (Guanábana, Anón y Chirimoya respectivamente).

4.4.2 Terciaria
Los resultados obtenidos que se muestran en la Figura 6, exponen que la bacteria
S. aureus, crece en todas las concentraciones y en la combinación terciaria de hojas

(ver Tabla 1), sin mostrar diferencia en el crecimiento respecto a los controles que
se tuvieron en cuenta para esta prueba (DMSO y crecimiento con Agar Nutritivo).

Figura 6. Resultados obtenidos de la prueba de dilución en agar (HT-SPOTi) para la evaluación de la
actividad combinada terciaria de extractos de hojas con cinco concentraciones diferentes de A.
muricata, A. squamosa y A. cherimola (Guanábana, Anón y Chirimoya respectivamente).

V DISCUSIÓN
En este trabajo se evaluó la actividad antimicrobiana de extractos etanólicos de
hojas de tres especies de plantas, A. muricata, A. squamosa y A. cherimola sobre
S. aureus de manera independiente y en combinaciones (binarias y terciaria). Para
esto se tomaron muestras de cada una de las especies y se realizó la respectiva
metodología para su extracción usando etanol, los extractos fueron secados y
diluidos en DMSO con el fin de realizar pruebas de ensayos de inhibición en
diferentes concentraciones en pruebas tales como: dilución en agar (High
Throughput SPOTi), difusión en disco y difusión en pozo.
Visualizando los resultados obtenidos y teniendo en cuenta que no se presentó
actividad inhibitoria por parte de los extractos, tanto independientes como
combinados, se presenta entonces la discusión, en la cual se contrastan los
resultados contra diferentes autores consultados, resaltando las posibles causas de
esto y los factores que influyen en las pruebas realizadas.
5.1. Pruebas de sensibilidad
Los antibiogramas son pruebas cualitativas, que permiten un diagnóstico rápido (43,
50), es por esto que a pesar que la cepa con registro ATCC 6538 de S. aureus fue
sensible a 10µg de ampicilina; cuando se utilizó este antimicrobiano como control
de inhibición de crecimiento de S. aureus, se evaluaron concentraciones entre 10 y
80 µg/ml, con el fin de asegurar que el antibiótico evaluado impidiera el crecimiento
de la bacteria y evitar que se generará resistencia; lo anterior debido a que estudios
como el de O’Flaherty y colaboradores (63) reportan que las cepas de S. aureus al
pasar los años han aumentado su resistencia a antibióticos de primera generación
como ampicilina.
Luego de realizadas las pruebas con antibióticos, se generaron ensayos de
sensibilidad con el solvente, los cuales tienen el fin de demostrar que este no
interfiera en el crecimiento de la bacteria. El DMSO se utilizó para diluir los extractos
de hojas de A. muricata, A. squamosa y A. cherimola; por lo tanto se realizó el Test
de crecimiento bacteriano con DMSO con la finalidad de determinar a qué
concentraciones el disolvente empleado no inhibe el crecimiento bacteriano dado
que, como señala Hassan (53) el DMSO presenta actividad antibacteriana frente a
E. coli, P. aeruginosa y S. aureus en una concentración al 20%, además, Ansel y
colaboradores (54) reportaron que al 15% inhiben el crecimiento de E. coli, P.
aeruginosa y B. megaterium. En el numeral 4.2.3. se evaluaron tres concentraciones

diferentes finales en los pozos (10%, 5% y 2%), más bajas que las reportadas por
los autores mencionados, con el fin de evitar el efecto inhibidor. De estas pruebas
se logró determinar el 5% no afectó el crecimiento de S. aureus; por lo tanto, fue la
concentración seleccionada para utilizarla en las pruebas siguientes.
5.2. Metodologías empleadas
En el presente trabajo se utilizaron tres metodologías diferentes de las cuales
ninguna obtuvo como resultado actividad antibacteriana de los extractos etanólicos
de hojas de las especies vegetales de A. muricata, A. squamosa y A. cherimola en
concentraciones que varían de 5% hasta el 0,07% según el método.
Uno de los métodos (HT-SPOTi), pertenece a la categoría de Dilución en Agar.
Davidson & colaboradores (55) mencionan que generalmente es un método
utilizado cuando se desean datos cuantitativos, ya que permite determinar la CMI,
que es definido como la concentración más baja de un antimicrobiano que no
permite el crecimiento de un microorganismo en condiciones específicas.
Finalmente, el método cuenta con varias ventajas, una de ellas es que tanto el
medio y/o el antimicrobiano pueden contener materiales o coloración oscura, sin
que estos interfieran en los resultados; otra ventaja, es nombrada por
Evangelopoulos & Bhakta (47) es permitir la evaluación simultánea de una
combinación de moléculas inhibidoras para determinar sí existe una interacción de
forma sinérgica o antagónica reflejado en el crecimiento de una especie bacteriana.
Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente por los autores Davidson &
colaboradores (55) y Evangelopoulos & Bhakta (47), fue el motivo principal por el
cual se empleó el método HT-SPOTi en este trabajo de investigación. Inicialmente
por la oscura coloración que presentaban los extractos etanólicos de hojas, lo cual
no permitiría determinar la actividad antibacteriana ni la CMI si se hubiera empleado
metodologías de Dilución en caldo (Macrodilución y Microdilución), ya que para
obtener dichos valores se mide por medio de absorbancia o turbidez. Por último,
otro de los motivos por el cual se empleó esta metodología es que permite
determinar los efectos que se obtienen al mezclar o combinar agentes
antimicrobiales, que es uno de los objetivos del presente trabajo.
Los otros dos métodos utilizados en el presente trabajo (Difusión en disco y Difusión
en pozo) se encuentran en la categoría de Difusión en Agar. Davidson &
colaboradores (55) mencionan que estos métodos son los más utilizados para
determinar la actividad antimicrobiana. Recomiendan que, el microorganismo de
ensayo debe crecer de manera rápida, uniforme y no ser anaeróbico, por otro lado,

el antimicrobiano evaluado no debe ser altamente hidrofóbico dado que los
compuestos no se difundirán. Lo anteriormente dicho, se observa en este estudio
principalmente en los resultados (numerales 4.3.1 y 4.3.2), ya que algunas partes
del extracto no se disolvieron en el agar nutritivo (más 5% de DMSO), así mismo se
puede concluir que posiblemente algunos compuestos que presentan estas plantas
no se difundieron en el agar y por tal motivo dio como resultado la falta de actividad
antibacteriana de los extractos de hojas de A. muricata, A. squamosa y A.
cherimola.
Picazo y colaboradores (56) mencionan que para estos métodos, es importante
tener en cuenta que cuando aparecen colonias dentro del halo, puede tratarse de
mutantes resistentes de dicho microorganismo capaces de soportar en mayor
medida el efecto inhibitorio del antimicrobiano. Esto podría explicar los resultados
del numeral 4.4 específicamente en los extractos etanólicos de Annona squamosa
en la concentración al 5% y Annona cherimola para las concentraciones 2,5% y 5%.
5.3. Evaluación de los extractos etanólicos de hojas
El efecto de la actividad antimicrobiana de los extractos vegetales principalmente
dependerá de los principios activos de cada una de las plantas a probar y la
solubilidad del solvente empleado para dicha extracción (28). Es así como los
resultados reportados previamente para las especies vegetales A. muricata, A.
squamosa y A. cherimola indican por un lado que los extractos de hojas pueden
inhibir el crecimiento de S. aureus (28-33); por otro lado, cabe resaltar que puede
deberse principalmente por compuestos que son solubles en los solventes
empleados como metanol, acetato de etilo, acetona y la combinación de hexanolcloroformo, pero probablemente no sean solubles en etanol.
Con respecto a las diferencias entre los resultados obtenidos, y los expuestos por
los autores Raybaudi y colaboradores (29), Abadie & Medina (28) y Davidson y
colaboradores (55), se encuentra que las diferencias encontradas entre reportes de
literatura para actividad antimicrobiana, podrían estar influenciados por elementos
que serán nombrados a continuación y que pueden afectar la actividad de un
compuesto eficaz y alterar los resultados de tal manera que sea calificado y juzgado
como ineficaz. Dichos elementos pueden ser: el origen del extracto
(específicamente la parte de la planta), el solvente empleado, los métodos
utilizados, las concentraciones y la cepa bacteriana.

Los resultados del presente estudio, indican que los de hojas de especies vegetales
del genero Annona, en diferentes concentraciones (5% hasta 0,07%) y sus mezclas
no presentan actividad antibacteriana frente a S. aureus. Abadie & Medina (28)
obtuvieron como resultado que los extractos hidroalcoholicos de hojas de A.
muricata, no mostraron actividad frente a cepas de E. coli y P. aeruginosa, sin
embargo, en ese mismo estudio se demostró una baja actividad antibacteriana de
extractos hidroalcoholicos de hojas de A. muricata, frente a S. aureus; ya que
obtuvieron un CMI de 31,25 mg/ml (3,12%) empleando el método de macrodilución
en caldo (medio liquido).
Uno de los posibles motivos por los cuales se obtuvieron diferencias en los
resultados de este estudio en comparación con los de Abadie & Medina (28), puede
ser por el tipo de solvente, ya que, para este trabajo se evaluaron extractos
etanólicos de hojas de A. muricata pero no se observó inhibición del crecimiento con
la metodología HT-SPOTi (dilución en agar), ni con las metodologías de difusión en
disco, ni en pozo con concentraciones de 2,5% y 5% como exponen los numerales
4.4 y 4.5.
Por otra parte, Otto y colaboradores (30) también encontraron como resultado la
ausencia de actividad antibacteriana de A. muricata en el extracto de hexano de
pulpa fermentada y no fermentada frente a las cepas bacterianas de E. coli (ATCC
25922), P. aeruginosa (ATCC 27853), S. pyogenes (ATCC 19615) y S. aureus
(ATCC 25923). Sin embargo en su estudio, se reportó actividad antibacteriana para
extractos de la combinación de acetato de etilo - metanólico de pulpa fermentada y
no fermentada de A. muricata, con halos de inhibición utilizando la metodología de
difusión en disco y CMIs por el método de microdilución en caldo de 31,3 mg/ml
(3,13%) y CMI de 62,5 mg/ml (6,25%) para el extracto a base de acetato de etilo;
además, reportaron CMI de 31,3 mg/ml (3,13%) y CMI de 62,5 mg/ml (6,25%) para
el extracto metanólico frente a la cepa ATCC 25923 de S. aureus.
El estudio anteriormente expuesto, es un claro ejemplo donde demuestra que otras
partes de la planta de A. muricata presentan actividad antibacteriana, lo cual indica,
que se deben realizar estudios donde se evalúen otras partes de esta especie
vegetal para obtener el efecto antibacteriano. Así mismo, se atribuye la importancia
del uso de otros solventes de extracción, como la combinación del acetato de etilometanol (30). Adicionalmente, a pesar de no ser un objetivo planteado dentro del
proyecto de investigación realizado, se evaluó la actividad antibacteriana de
extractos etanólicos de semillas de A. muricata, A. squamosa y A. cherimola;
obteniendo como resultado la ausencia de actividad antibacteriana de estos
extractos (Ver Anexo 1).

El-Chaghaby y colaboradores (33) determinaron la actividad antibacteriana de
extractos de metanol al 80%, acetona al 50%, etanol al 50% y agua destilada de
hojas de A. squamosa frente a B. subtilis, E. coli, N. gonorrhoeae, P. aeruginosa, S.
faecalis y S. aureus. Empleando la metodología de difusión en disco a una
concentración al 25% y obtuvieron halos de inhibición de 15mm para el extracto de
acetona, 14mm para el extracto de etanol, 12mm para el extracto de metanol y 0mm
para el extracto de agua destilada para la cepa bacteriana de S. aureus.
Según lo expuesto por El-Chaghaby y colaboradores y a pesar de que los autores
evalúan un extracto de etanol (1:1) con agua destilada, la principal atribución de
este estudio con respecto a los resultados de esta investigación, es la concentración
empleada (25%). Es importante recalcar que en el presente trabajo, se evaluaron
las concentraciones de 2,5% y 5% para los sensidiscos como se expone en el
numeral 4.4 y de 5% para el de difusión en pozo, los cuales demostraron ser
concentraciones muy bajas para determinar la actividad antibacteriana de extractos
etanólicos de hojas de A. squamosa; pero este estudio no se evaluaron
concentraciones superiores, debido a que a concentraciones mayores no se diluía
el extracto a menos que se aumentará la concentración de DMSO, el cual puede
afectar el crecimiento de la bacteria (53, 54).
Ríos y colaboradores (31) determinaron la actividad antibacteriana de aceites
esenciales de hojas, flores y pulpa de A. cherimola frente a las cepas bacterianas
de E. coli (ATCC 25922), P. mirabilis (ATCC 12453), S. sonei (ATCC 11060), E.
faecalis (ATCC29212) y S. aureus (ATCC 25213). Así mismo, obtuvieron CMIs para
la cepa bacteriana S. aureus empleando la metodología de microdilución en caldo
(medio liquido) de 0,25 mg/ml para hojas, 0,125 mg/ml para flores y 0,06 mg/ml para
la pulpa.
A partir de lo expuesto por Ríos y colaboradores, es importante atribuir en este
estudio con respecto al trabajo de investigación realizado, que los posibles motivos
por los cuales se obtuvieron diferencias en los resultados pueden deberse a factores
como la parte de la planta, el tipo de solvente y/o el método de evaluación, ya que,
para este trabajo se evaluaron únicamente extractos etanólicos de hojas de A.
cherimola con el metodo HT-SPOTi (medio solido), para determinar su actividad
antibacteriana y sus CMIs.
5.4. Evaluación de los extractos etanólicos de hojas – Actividad combinada
Gutiérrez y colaboradores (18) determinaron que no se presentan efectos
sinérgicos, pero si aditivos en las interacciones de las combinaciones de los aceites
esenciales de las especies vegetales albahaca, bálsamo de limón, mejorana,

orégano, romero, salvia y tomillo frente a las cepas bacterianas B. cereus, E. coli,
L. monocytogenes y P. aeruginosa. Aun así, aseguran que según los resultados
obtenidos de las actividades antibacteriales individuales de cada una de las
especies vegetales, a dosis bajas, la combinación de orégano, con el tomillo podría
considerarse como una alternativa potencial para el control de microorganismos
patógenos. A pesar de que el estudio nombrado anteriormente no se relaciona con
el trabajo de investigación que se llevó a cabo ni con los resultados obtenidos dado
que de manera independiente y en mezclas se obtuvieron los mismos resultados,
que no hubo inhibición de S. aureus, nos demuestra que algunas combinaciones no
se tiene el efecto esperado (sinérgico), sino que se pueden presentar otros efectos
como aditivos o antagónicos.
5.5. Cepa bacteriana ATCC 6538
Como se nombraba anteriormente, los autores Raybaudi y colaboradores (29),
Abadie & Medina (28) y Davidson y colaboradores (55), describen que uno de los
factores más importantes que afectan la actividad antimicrobiana es la cepa
bacteriana. Es importante tener en cuenta que las cepas individuales de una especie
constantemente presentan genotipos y fenotipos diferentes. Teniendo en cuenta
esto, la cepa bacteriana trabajada en este estudio corresponde a S. aureus con
registro ATCC 6538, es una cepa que fue aislada de una lesión humana y cuenta
con un nivel de bioseguridad dos. Además es una cepa que ha sido solicitada para
estudios de pruebas de eficacia para filtración, controles de calidad, investigaciones
entéricas, análisis de productos alimenticios, farmacéuticos y cuidado personal y
finalmente algunos estudios para pruebas de agentes antimicrobianos (57-59).
De acuerdo con la literatura consultada, se encontraron estudios en el cual se
determinó la actividad antibacteriana de extractos vegetales usando solventes como
metanol, cloroformo y hexanol (60-62) para la cepa bacteriana S. aureus con
registro ATCC 6538, pero no se encontraron estudios en el cual se haya
determinado dicha actividad con extractos etanólicos.
Por otro lado, Shokeen y colaboradores (32), reportaron que las hojas y las semillas
de A. squamosa presentaron actividad antibacteriana en el 93.3% de las cepas
evaluadas de N. gonorrhoeae. En contraste con los resultados expuestos en el
Capítulo IV del presente estudio y a pesar de que el objetivo es inhibir el crecimiento
de la cepa bacteriana S. aureus empleando extractos etanólicos de las mismas
partes de la planta de A. squamosa, el estudio realizado por Shokeen y
colaboradores (32) nos indica que existen variaciones entre cepas bacterianas de

una misma especie al no demostrar actividad antibacteriana al restante 6.6% de la
cepas probadas, lo cual indica, que se deben realizar estudios donde se evalúen la
actividad antibacteriana de dichos extractos en otras cepas bacterianas de S.
aureus.

VI CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
Se puede concluir de los resultados obtenidos en este proyecto, que los extractos
etanólicos de hojas de A. muricata, A. squamosa y A. cherimola; tanto de manera
independiente (en concentraciones de 0,07% al 5%), como en mezclas (en
concentraciones de 0,07% al 1,25%) no presentan actividad antibacteriana frente a
la cepa S. aureus con registro ATCC 6538.
Se sugiere continuar la investigación con los extractos etanólicos que no
demostraron actividad antibacteriana, utilizando concentraciones más altas a las
trabajadas en esta tesis, también se podría probar con otras partes de estas
especies vegetales. Así mismo, se sugiere evaluar el potencial antibacteriano de
otros extractos obtenidos con otros solventes e incluso frente a otras especies
bacterianas.
Por otro lado, para el tema de mezclas o combinaciones se sugiere realizar el
método de tablero de ajedrez para aumentar la capacidad de combinaciones
posibles tanto binarias como ternarias, además de evaluar otras proporciones de
cada una de las concentraciones para ampliar la gama de resultados y así poder
identificar qué efectos estos presentan.
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ANEXO 1
Se realizaron las metodologías de los numerales 3.4.1 y 3.6 (3.6.1; 3.6.2) con
extractos etanólicos de semillas de Annona muricata, Annona squamosa y Annona
cherimola (Guanábana, Anón y Chirimoya respectivamente), que fueron donados
gracias al proyecto titulado, “Actividad inhibitoria de la acetilcolinesterasa y
capacidad antioxidante de extractos alcaloidales de tres especies de Annona” que
lleva acabo el estudiante Harold Rodríguez Larrota en la Universidad de la Salle,
dirigido bajo la dirección de la docente Ludy Cristina Pabón Baquero y la codirección
de la docente Lucía Cristina Lozano Ardila (Ver Anexo 1).
Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, se registraron los siguientes
resultados.
1. Prueba de ensayo High Throughput SPOTi
1.1 Actividad independiente
En las Figura 1 se muestran los resultados obtenidos por la prueba de ensayo HTSPOTi, para la evaluación de la actividad independiente de semillas en cinco
concentraciones diferentes que van desde 0,07% hasta 1,25%.
Para el caso de la evaluación de la actividad independiente de semillas, los
resultados que se pueden observar en la Figura 1 muestran que, con respecto al
control de esterilidad de los extractos etanólicos de cada una de las especies
vegetales (concentración 1,25%) no se observa crecimiento de ninguna especie
microbiológica (bacteriana o fúngica), lo que demuestra que los extractos están
estériles y no intervienen en el crecimiento de la bacteria S. aureus.
Por otro lado, la bacteria crece en los tres extractos etanólicos vegetales
experimentales (A. muricata, A. squamosa y A. cherimola) de las cinco
concentraciones evaluadas y en los triplicados elaborados respecto a los controles
con agar nutritivo y DMSO.

Figura 1. Resultados obtenidos de la prueba de dilución en agar (HT-SPOTi) para la evaluación de la
actividad independiente de extractos de semillas con cinco concentraciones diferentes de A. muricata,
A. squamosa y A. cherimola (Guanábana, Anón y Chirimoya respectivamente).

1.2 Actividad combinada
En los numerales 1.2.1. y 1.2.2 se muestran los resultados obtenidos al aplicar la
prueba de ensayo HT-SPOTi, para la evaluación de la actividad combinada binaria
y terciaria, en cinco concentraciones diferentes que van desde 0,07% hasta 1,25%.
Al igual que la actividad combinada de hojas (ver Tabla 1), como se puede apreciar
en el numeral 4.3.2.
A lo largo de las pruebas de actividad combinada, se emplean controles de
esterilidad de los extractos etanólicos para cada una de las combinaciones binarias
y terciarias, estos se manejan a una concentración final en el pozo de 1,25% (la cual
es la más alta) para todos los casos. Los controles, ubicados en la parte izquierda

de las Figuras 2 y 3, no muestran crecimiento de ninguna especie microbiológica,
ya sea bacteriana o fúngica, demostrando de esta forma que se encuentran estériles
y no intervienen en el crecimiento de la bacteria S. aureus.
1.2.1 Binaria
Los resultados obtenidos de las pruebas combinadas binarias expuestas en la
Figura 2 muestran que la bacteria S. aureus, crece en todas las concentraciones
(finales) y en todas las combinaciones evaluadas de semillas (ver Tabla 1), sin
mostrar diferencia significativa de crecimiento respecto a los controles con agar
nutritivo y DMSO.

Figura 2. Resultados obtenidos de la prueba de dilución en agar (HT-SPOTi) para la evaluación de la
actividad combinada doble de extractos de semillas con cinco concentraciones diferentes de A.
muricata, A. squamosa y A. cherimola (Guanábana, Anón y Chirimoya respectivamente).

1.2.2 Terciaria
Los resultados obtenidos que se muestran en la Figura 3, exponen que la bacteria
S. aureus, crece en todas las concentraciones y en la combinación terciaria de
semillas (ver Tabla 1), además no muestra ninguna diferencia significativa en el
crecimiento de esta respecto a los controles de crecimiento DMSO y Agar Nutritivo.

Figura 3. Resultados obtenidos de la prueba de dilución en agar (HT-SPOTi) para la evaluación de la
actividad combinada terciaria de extractos de semillas con cinco concentraciones diferentes de A.
muricata, A. squamosa y A. cherimola (Guanábana, Anón y Chirimoya respectivamente).

